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Resumo

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o melhor modelo experimental para observar alteragdes pulmonares que caracterizam a
sindrome hepatopulmonar (SHP). Métodos: Ratos machos Wistar, com peso médio de 250 g foram usados em quatro modelos experimentais:
tetracloreto de carbono inalatdrio; tetracloreto de carbono intraperitoneal; ligadura parcial de veia porta; e ligadura de ducto biliar (LDB). Em
todos os grupos os animais foram divididos em controle e experimental. Foram avaliadas as seguintes variaveis: transaminases; gasometria;
lipoperoxidagiio por substincias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS) e por quimiluminescéncia; e atividade antioxidante da enzima
superoxido dismutase (SOD). Foi feito também o exame anatomopatoldgico do pulmio. Resultados: Observou-se diferencas significativas
entre os grupos LDB controle e experimental: aspartato amino transferase (105,3 + 43 vs. 500,5 + 90,3 Ul/L); alanino aminotransferase
(78,75 £ 37,7 vs. 162,75 + 35,4 Ul/L); fosfatase alcalina (160 + 20,45 vs, 373,25 + 45,44 Ul/L); pressdo parcial de oxigénio (85,25 + 8,1 vs.
49,9 + 22,5 mmHg); e saturacdo de hemoglobina (95 + 0,7 vs. 73,3 £ 12,07%). A lipoperoxidagio e a atividade antioxidante também
demonstrou diferencas entre os dois grupos LDB (controle vs, experimental): TBARS (0,87 + 0,3 vs. 2,01 + 0,9 nmol/mg proteina); quimilu-
minescéncia (16008,41 £ 1171,45 vs, 20250,36 + 827,82 cps/mg proteina); e SOD (6,66 * 1,34 vs. 16,06 £ 2,67 Ul/mg proteina). No exame
anatomopatologico observou-se vasodilatacdo pulmonar no modelo de LDB. Conclusdes: Os dados sugerem que o modelo de LDB pode ser
usado para outros estudos envolvendo alteragcdes hepdticas e suas relacdes com o estresse oxidativo e a SHP.

Descritores: Sindrome hepatopulmonar; Pulméo; Estresse oxidativo; Ratos.

Abstract

Objective: The aim of this study was to identify the best experimental model in which to observe the pulmonary alterations characterizing
hepatopulmonary syndrome (HPS). Methods: Male Wistar rats, with mean weight of 250 g, were used in four experimental models:
inhaled carbon tetrachloride; intraperitoneal carbon tetrachloride; partial portal vein ligation; and bile duct ligation (BDL). The animals
in all groups were divided into control and experimental subgroups. The following variables were measured: transaminase levels; blood
gases; lipoperoxidation, using thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and chemiluminescence; and levels of superoxide dismutase
(SOD) anti-oxidant activity. Anatomopathological examination of the lung was also performed. Results: There were statistically significant
differences between the BDL control and BDL experimental groups: aspartate aminotransferase (105.3 + 43 vs. 500.5 + 90.3 1U/L); alanine
aminotransferase (78.75 + 37.7 vs. 162.75 £ 35.4 TU[L); alkaline phosphatase (160 £ 20.45 vs. 373.25 £ 45.44 1U/L); arterial oxygen
tension (85.25 + 8.1 vs. 49.9 £ 22.5 mmHg); and oxygen saturation (95 + 0.7 vs. 73.3 £ 12.07%). Lipoperoxidation and antioxidant activity
also differed significantly between the two BDL groups (control vs. experimental): TBARS (0.87 + 0.3 vs. 2.01 + 0.9 nmol/mg protein);
chemiluminescence (16008.41 £ 1171.45 vs, 20250.36 *+ 827.82 cps/mg protein); and SOD (6.66 + 1.34 vs. 16.06 £ 2.67 1U/mg protein).
The anatomopathological examination confirmed pulmonary vasodilatation in the BDL model. In the other models, there were no alterations
that were characteristic of HPS. Conclusions: The data obtained suggest that the BDL model can be used in future studies involving hepatic
alterations related to oxidative stress and HPS.
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Introducao

A cirrose hepatica ¢ uma doenca cronica progres-
siva, que representa um estado de disfuncio hepatica
irreversivel ou lentamente reversivel, caracterizado
pela formacdo de nodulos fibroticos. Ocorre como
resulta da cicatrizacdo e regeneracdo hepatocelular,
que constitui a principal resposta do tecido hepatico
para os incontdveis insultos inflamatérios, tdxicos
metabolicos e congestivos.!”

Anormalidades da oxigenacdo arterial sdo
comuns em pacientes com cirrose, observando-se
uma grande diferenca no gradiente alvéolo-arterial
de oxigénio e hipoxemia aguda em 3-7% dos casos
(pressao parcial arterial de oxigénio—Pa0,—abaixo de
60 mmHg).? A fisiopatologia da disfuncio pulmonar
na presenca de doencas hepaticas pode envolver
uma diminuicdo na atenuacdo da vasoconstricdo
hipoxica, baixa resisténcias vascular, desequilibrio
da ventilacdo e perfusdo, shunt intrapulmonar e
alteracdo na difusdo gasosa. Estes achados clinicos
e laboratoriais caracterizam a sindrome hepatopul-
monar (SHP), que é observada em pacientes com
cirrose ou hipertensio portal e consiste de cirrose
acompanhada de hipoxemia e vasodilatagdo intra-
pulmonar, mesmo sem doenca cardiopulmonar.”’

A inducdo experimental da doenca hepatica
pode replicar com precisdo as alteracdes histo-
logicas, bioquimicas, hemodinidmicas, renais e
neurohumorais observadas na disfuncido hepatica
humana. Os riscos do manuseio para o pesquisador
sdo eliminados, e o uso de tais modelos melhora
nosso entendimento da fisiopatologia da doenca
hepatica e de outras sindromes envolvidas. Podemos
acompanhar o progresso fisiopatoldgico da cirrose
e suas complicacOes através de estudos experimen-
tais em modelos de cirrose hepatica, cirrose biliar
secundaria e hipertensdo portal. Em tais modelos, a
cirrose hepatica ¢ induzida através da administracio
de agentes carcinogénicos como o tetracloreto de
carbono (CCl,), e a cirrose biliar ¢ induzida através
da ligadura de ducto biliar (LDB), e a hipertensio
portal ¢ induzida pela ligadura parcial da veia porta
(LPVP).® Entre as inumeras complicacdes da SHP,
algumas das mais sérias sdo as alteracdes pulmo-
nares, que sdo primariamente caracterizadas por
baixas concentragdes de oxigénio e vasodilatagio
intrapulmonar. At¢ o momento, ndo existe um
modelo especifico para o estudo destas alteracdes
relacionadas a SHP. Portanto, o objetivo deste
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estudo ¢ comparar quatro modelos experimentais
em termos de habilidade para demonstrar as compli-
cacdes pulmonares que ocorrem na SHP. Para tanto,
analisamos a funcio hepatica, gasometria, aspectos
anatomopatoldgicos e estresse oxidativo (para
quantificar dano tecidual).

Métodos

Para os propdsitos deste estudo 40 ratos
Wistar machos (peso corporal médio de 250 g)
foram obtidos junto ao Centro de Reproducio
e Experimentacdo de Animais de Laboratorio da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Os ratos foram acondicionados em gaiolas plas-
ticas (47 x 34 x 18 cm) forradas com lascas de
madeira e foram mantidos em ciclo claro/escuro de
12/12 h em um ambiente com temperatura contro-
lada (20-25 °C) com acesso ad /ibitum a racio e
agua. Todos os procedimentos estavam de acordo
com os parametros estabelecidos pelos comités de
¢tica do Hospital das Clinicas de Porto Alegre: o
Comité de Pesquisa em Saude e Direito dos Animais,
e 0 Comité do Grupo de Pés-Graduacédo e Pesquisa
sobre Pesquisa e Etica em Saude. Quatro modelos
experimentais foram avaliados.

1) CCl, inalatério (CCI, IN) para induzir a cirrose.
Os animais foram divididos em dois subgrupos:
controle (CCI, IN-Co, n = 5), recebendo apenas
fenobarbital em dgua potavel, e experimental
(ca . IN-Ex, n = 5), recebendo fenobarbital
em agua potavel mais CCl, IN. O fenobarbital
foi adicionado a dgua potavel a uma concen-
tracdo de 0,3 g/L com a finalidade de provocar
inducdo enzimatica e acelerar o processo cirro-
tico. O grupo CCl, IN-Ex foi exposto ao agente
agressivo duas vezes por semana (as segundas
e sextas), de acordo com o protocolo desen-
volvido por Jiménez et al.,” em uma cimara
de inalagdo (47 x 34 x 18 cm). O CCl, foi colo-
cado em um recipiente de vidro (umidificador)
acoplado a um compressor de ar e liberado na
camara a um fluxo de 1 L/min. Nas primeiras
trés sessdes, a duragdo da exposicdo foi de 30 s
e 0s animais permaneceram dentro da camara
por mais 30 s enquanto o compressor estava
desligado (tempo de espera). Na quarta sesséo,
a duracdo da exposicdo foi aumentada para
60 s, seqguida de 60 s adicionais em modo de
espera. Em seguida, a duragdo da exposicdo e
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do tempo de espera foram aumentados em 30
s a cada trés sessoes, chegando a um maximo
de 5 min na 162 semana.*>

2) CCl, intraperitoneal (CCI, 1P) para induzir a
cirrose. Os animais foram divididos em dois
subgrupos: controle (CCl, 1P-Co, n = 5), rece-
bendo apenas fenobarbital em dgua potavel,
e experimental (CCl, TP-Ex, n = 5), recebendo
fenobarbital em dgua potével mais CCI, TP. O
fenobarbital foi aplicado como descrito acima.
A cirrose foi induzida através de injecdo 1P de
CCl, (0.5 mlL, diluidos 1:6 em ¢leo vegetal, as
22:00 a cada 4 dias por 14 semanas).®

3) LPVP para induzir hipertensio portal: Usamos
o modelo de LPVP descrito em um estudo
publicado em 1983.7 Os animais foram divi-
didos em dois subgrupos: controle (LPVP-Co,
n = 5), submetidos a uma ligadura parcial
ficticia da veia porta; e experimental LPVP-EX,
n = 5), submetidos 2 ligag¢do. Resumidamente,
os animais foram anestesiados e submetidos
a laparotomia na linha mediana ventral e a
veia porta foi isolada usando-se uma agulha
de calibre 20, retirando-se delicadamente a
agulha depois da ligadura. Ao se completar o
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procedimento, o peritonio e a parede abdo-
minal estavam suturados.

4) LDB para induzir a cirrose biliar: Seguimos

o modelo de cirrose biliar secundaria a
LDB descrito em um estudo publicado em
1985.®) Os animais foram divididos em dois
grupos: controle (LDB-Co, n = 5), submetido a
LDB comum ficticia; e experimental (LDB-Ex,
n = 5), submetido a LDB.

Os exames laboratoriais foram realizados no
Laboratorio Central do Complexo Hospitalar Santa
Casa de Porto Alegre, e todos os outros proce-
dimentos foram realizados no Laboratorio de
Fisiologia, Hepatologia e Estresse Oxidativos do
Hospital das Clinicas da UFRGS em Porto Alegre.

Antes de todos os procedimentos cirurgicos, 0s
animais foram anestesiados com 2% de cloridrato
de xilazina (50 mg/kg de peso corporal) e clori-
drato de quetamina (100 mg/kg de peso corporal),
ambos administrados intraperitonealmente. Apds
os procedimentos experimentais, os animais foram
abrigados em gaiolas individuais por um periodo de
duas semanas, quando foram sacrificados com uma
overdose dos mesmos agentes anestésicos.

Tabela 1 - Niveis serodicos das enzimas, gases sanguineos e gradiente alvéolo-arterial de oxigénio nos grupos controles

e experimentais dos quatro modelos experimentais.?

Variavel CCl, IN ca,1p LPVP LDB
Co Ex Co Ex Co Ex Co Ex
AST (1U/L) 1913 £ 717,0 £ 132,56+ 17150 £ 133,7 108,5 + 105,2 500,5 +
45,6 207,6 19,6 689,2% 22,3 19,4 21,5 45,1%
ALT (1U/L) 1248+ 7596+ 86,7+ 13995+ 79,7 + 84,5 + 78,7 + 162,7 +
46,4 232,2% 7,3 459,5% 9,1 16,9 18,8 17,7%
ALP (1U/L) 86,8 + 196,4 = 88,2 £ 220,7 + 116,0 = 127,8 £ 160,0 + 373,2
8,7 25,2%* 11,7 60,9 20,5 29,7 20,4 45,4%*
F‘aO2 (mmHg) 853 £ 63,8 £ 107,0 £ 97,8 £ 69,7 £ 64,3 £ 85,2 49,9 +
0,8 3,8%* 4,0 7,4 0,9 5,2 4,0 11,3*
PaC02 (mmHg) 48,7 + 547 + 49,0 + 46,5 + 543 + 56,3 + 9,8 + 64,0 +
2,9 2,9 5,0 4,0 1,7 5,0 3,3 5,1%
523102 (%) 953 + 78,8 £9,3* 96,0 £ 96,2 £ 92,0 £ 86,0 £ 95,0 £ 73,3 £
0,3 1,3 0,7 0,0 2,9 0,7 12,1%
AalDO2 (mmHg) 23,1 56,3 £ 12,9 + 22,7 £ 12,1 £ 15,0 £ 30,4 £ 62,6
12,8 2,8 43 5,8 2,9 3,9 3,5 10,5

CCl, IN: tetracloreto de carbono inalatério; CCl, 1P: tetracloreto de carbono intraperitoneal; LPVP: ligadura parcial da veia porta;
LDB: ligadura de ducto biliar; Co: controle; Ex: experimental; AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase;
ALP: fosfatase alcalina; Pa0,: pressdo parcial arterial de oxigénio; PaCO,: pressdo parcial arterial de gas carbonico; Sa0,: saturagdo
arterial de oxigénio; e AaDO,: gradiente alvéolo-arterial de oxigénio. “Resultados expressos como média * erro padrdo da média.
*p < 0,05 vs. grupo controle correspondente. *p < 0,001 vs. grupo controle correspondente.
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No dia do sacrificio, os animais foram anes-
tesiados e amostras de sangue foram coletadas
através do plexo retro-ocular.® Estas amostras de
sangue foram usadas para a avaliagdo dos niveis
séricos de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP),
que sdo expressos em TU/L. Em seguida, a regido
abdominal foi depilada, uma laparotomia na linha
mediana do ventral foi realizada, e coletou-se
sangue da artéria aorta abdominal com o intuito
de medir a troca gasosa do sangue arterial com
um analisador ABL 700 (Radiometer, Copenhagen,
Dinamarca). utilizando-se o método da iontoforese
para se determinar o Pa0,, a pressdo parcial arterial
de gds carbonico (PaCO,) e a saturagdo arterial de
oxigénio (Sa0,).

Depois que as amostras de sangue foram cole-
tadas, os animais foram sacrificados como descrito
acima. Os pulmées foram entdo dissecados e
pesados para se determinar a relacdo entre peso do
pulmio e peso corporal total (a chamada relacdo
peso pulmonar/peso corporal) A parte anterior
do lobo inferior direito foi entdo separada para a
analise histologica, sendo o restante prontamente
congelado em nitrogénio liquido e conservado a
-80 °C para analise posterior. O tecido congelado foi
homogeneizado em tampéo fosfato (KCl 140 mM,
fosfato 20 mM, pH 7,4) usando-se um homoge-
neizador Ultra-Turrax (IKA Labortechnik, Staufen,
Alemanha). A lipoperoxidagido foi determinada
através da determinacdo dos niveis de substan-
cias reativas ao acido tiobarbittrico (thiobarbituric
acid reactive substances - TBARS)'? e quimilumi-
nescéncia.' A atividade da enzima antioxidante
superoxido dismutase (SOD) foi determinada pela
quantificacdo da oxidacdo da adrenalina em adre-
nocromo.?

As amostras para a andlise histoldgica do tecido
pulmonar foram coletadas e conservadas por
12 h em solugdo de formaldeido a 10%, depois
transferidas para dlcool a 70% e coradas com
hematoxilina-eosina. O exame anatomopatoldgico
foi realizado de forma duplo-cega por um patolo-
gista no Laboratdrio de Patologia do Hospital das
Clinicas de Porto Alegre.

As médias e os erros padrdo das médias foram
calculados. Os dados foram analisados usando-se
analise de variancia. As comparagoes post hoc foram
feitas usando-se o teste de Student Newman-Keuls
O nivel de significancia estatistica foi estabelecido
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em p < 0,05. O software Statistical Package for the
Social Sciences, versdo 13.0 (SPSS Inc., Chicago, 1L,
EUA) foi utilizado.

Resultados

Como pode ser observado na Tabela 1, existe
uma diferenca significante entre os grupos CCl,
IN-Co e CClI, IN-Ex em termos de niveis séricos
de ALT e ALP (mais elevado no grupo CCl, IN-Ex;
p < 0,05 para ambos), entre os grupos CCl, TP-Co e
CCl, IP-Ex em termos de niveis séricos de AST e ALT
(mais elevado no grupo CCl, 1P-Ex; p < 0,05 para
ambos), e entre os grupos LDB-Co e LDB-Ex em
termos de niveis séricos de AST e ALT (mais elevado
no grupo LDB-Ex; p < 0,05 para ambos). Nenhuma
diferenca significante foi encontrada entre os grupos
LPVP-Co e LPVP-Ex em termos de niveis séricos de
AST e ALT ou ALP.

Para verificar as alteracOes nas trocas gasosas,
realizamos uma gasometria (Tabela 1), na qual
Pa0,, PaCO,, Sa0, e o gradiente alvéolo-arterial de
oxigénio foram analisados nos diferentes modelos
e grupos. Houve uma diferenca significativa entre
os grupos CCl, IN-Co e CCI, IN-Ex em termos de
Pa0, (p < 0,001). Nos modelos de CCI, 1P e LPVP
nédo houve diferencas significantes entre os grupos
controles e experimentais em termos de qualquer
parametro gasométrico. Entretanto, houve dife-
rencas significantes entre os grupos LDB-Co e
LDB-Ex para Pa0,, PaCO, e SaO, (p < 0,05 para
todos), assim como para o gradiente alvéolo-arterial
de oxigénio (p < 0,001).

Como mostramos na Tabela 2, ndo houve dife-
rencas significativas entre os grupos controles e
experimentais nos modelos CCI, IN e LDB quanto a

Tabela 2 - Relagdo peso pulmonar/peso corporal nos
grupos controles e experimentais dos quatro modelos
experimentais.

Modelo  Relacdo peso pulmonar/peso corporal (%)
Co Ex

CCI4 IN 0,46 = 0,06 0,59 £ 0,07*

CCI4 1P 0,52 + 0,04 0,47 £ 0,03

LPVP 0,44 = 0,01 0,40 = 0,01

LDB 0,38 £ 0,02 0,53 £0,01*

CCl, IN: tetracloreto de carbono inalatorio; CCl, 1P: tetraclo-
reto de carbono intraperitoneal; LPVP: ligadura parcial da veia
porta; LDB: ligadura de ducto biliar; Co: controle; e Ex: expe-
rimental. *Resultados expressos como média * erro padrdo da
média. *p < 0,05 vs. grupo controle correspondente.
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Tabela 3 - Lipoperoxidagio, caracterizada pelos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico, quimiluminescéncia
e atividade antioxidante do superoxido dismutase, nos grupos controles e experimentais dos quatro modelos

experimentais.?

Modelo  TBARS (nmol/mg proteina) CL (cps/mg proteina) SOD (IU/mg proteina)

Co Ex Co Ex Co Ex
CCl4IN 0,758 £0,05 0,802 0,13 20633,4 £ 4526,42  25282,6 £ 5369,40 2,65 £ 0,62 6,24 + 0,89
CCl4 1P 0,97 £ 0,22 1,48 £ 0,72 16764,20 £ 515,48 17797,20 £ 531,65 9,02 £ 0,76 10,76 £ 2,41
LPVP 0,552 £ 0,03 0,757 £ 0,15 13318,05 £ 2527,90 17807,25 * 2813,22 4,79 + 1,48 8,16 £ 1,18
LDB 0,835+ 0,16 1,91 £ 1,91*  16008,41 £ 1171,45 20250,36 + 827,82* 6,66 £ 1,34 16,06 £ 2,67%

TBARS: thiobarbituric acid reactive substances (substancias reativas ao dcido tiobarbiturico); CL: quimiluminescéncia; SOD: supe-
roxido dismutase; Co: controle; Ex: experimental; CCl, IN: tetracloreto de carbono inalatério; CCl, TP: tetracloreto de carbono
intraperitoneal; LPVP: ligadura parcial da veia porta; e LDB: ligadura de ducto biliar. “Resultados expressos como média * erro

padrdo da média. *p < 0,05 vs. grupo controle correspondente.

relacdo peso pulmonar/peso corporal (p < 0,05 para
todos), apesar destas diferencas terem sido obser-
vadas nos modelos CCl, 1P ou LPVP.

A Tabela 3 mostra a lipoperoxidagio, caracteri-
zada pelos valores de TBARS, quimiluminescéncia e
atividade de SOD. Nos modelos de CCl, IN, CCl, TP
e LPVP, ndo houve diferencas significantes entre os
grupos controles e experimentais. Entretanto, houve
uma lipoperoxidacdo significativamente maior no
grupo LDB-Ex que no grupo LDB-Co (p < 0,05). A
atividade do SOD pulmonar foi significantemente
maior no grupo CCl, IN-Ex, CCl, TP-Ex e LDB-Ex
do que em seus grupos controles correspondentes
(p < 0,05), apesar de ndo haver diferenca entre os
grupos LPVP-Ex e LPVP-Co.

Como pode ser observado na Figura 1, a analise
histolégica dos tecidos pulmonares dos animais
em todos os grupos controles mostrou arquite-
tura normal do parénquima pulmonar e vasos com
didmetros normais. Apenas uma amostra de tecido
pulmonar de um animal de um grupo controle ¢
mostrada, ja que os achados histologicos foram
similares para todos os animais dos grupos controle.
Os didmetros dos vasos também estavam normais
nos pulmdes dos animais dos grupos experimen-
tais dos modelos CCl, IN, CCl, TP e LPVP, apesar
de didmetros maiores terem sido observados no nos
animais do grupo experimental do modelo de LDB.

Discussio

Neste estudo, quatro modelos experimen-
tais foram utilizados, trés envolvendo a inducio
de cirrose e um envolvendo a inducdo de hiper-
tensdo portal. O CCL, ¢ usado como indutor de
cirrose, reduplicando com precisdo anormalidades

hemodindmicas, com resisténcia vascular hepatica
aumentada; levando a hipertensio portal e impe-
dindo trocas entre os sinusoides e os hepatocitos,
todos quais sdo responsaveis pelo maior dano
hepético na cirrose.">'¥ O modelo CCL, combina
a inalagdo do CCL, com a administragdo de feno-
barbital na dgua potavel, o que acelera o processo
metabolico ao aumentar a atividade do sistema
citocromo P450, levando ao desenvolvimento da
cirrose, com esplenomegalia e ascite acentuada,
esta ultima sendo uma caracteristica proeminente
de faléncia cronica do figado durante a cirrose.©"
No presente estudo, os niveis séricos de AST, ALT e
ALP encontravam-se mais elevados nos animais dos
grupos experimentais do que em seus respectivos
grupos controles para ambos os modelos de CCL,,
indicando uma perda de integridade hepatica nos
animais dos grupos CCL, IN-Ex e CCL, IP-Ex, j& que
os elevados niveis séricos destas enzimas estdo dire-
tamente relacionadas a lesdo celular e necrose em
atividade das células hepaticas.

Pacientes com hipertensdo portal desenvolvem
maior fluxo de sangue para o estbmago. As desco-
bertas fisiologicas que se correlacionam com a
piora da gastropatia hipertensiva portal incluem
gradiente de pressdo venosa portal aumentado
e fluxo sanguineo hepatico diminuido. Com uma
prevaléncia de 80% dos casos, a hipertensdo
portal esta diretamente relacionada a duragio da
lesio hepatica e 4 extensio da gastropatia.'® No
presente estudo, os niveis séricos de AST, ALT e ALP
eram normais nos animais dos grupos LPVP-Ex e
LPVP-Co, indicando a falta de alteracdes hepaticas.
Isto pode ser explicado pelo fato de que a LPVP ¢
um modelo de hipertensao portal, que pode ser uma
complicacdo da cirrose hepatica, e ndo um modelo

J Bras Pneumol. 2008;34(7):453-460



458 Vercelino R, Tieppo J, Forgiarini Junior LA, Dias AS, Marroni CA, Marroni NP

Figura 1 - Fotos de microscopia das amostras de tecido pulmonar coradas com hematoxilina e eosina: a) controle;
b) tetracloreto de carbono inalatdrio; c) tetracloreto de carbono intraperitoneal; d) ligadura parcial da veia porta; e) e
f) ligadura de ducto biliar. Aumento, 100x.

de cirrose em si. Estes achados corroboram os de
um estudo prévio envolvendo um modelo animal de
hipertensio portal.'” A cirrose hepatica foi obser-
vada em animais dos grupos experimentais de todos
0s modelos, com excecdo do modelo de LPVP.
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Encontramos niveis séricos de ALT, AST e ALP
mais altos no grupo LDB-Ex que no grupo LDB-Co.
Na maioria dos pacientes com cirrose biliar secun-
daria, o dano hepatico e ao sistema biliar resultante
da obstrucdo biliar produz hiperbilirrubinemia,
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niveis mais altos de ALP e de aminotransferase.
Os niveis elevados destas enzimas sdo, em grande
parte, atribuidos a necrose de tecidos ricos em
aminotransferase, bem como a colestase provocada
por este modelo."® Nossos achados demonstram
o acometimento hepatico produzido nos animais
submetidos a este modelo.

No modelo LDB, a relacdo peso pulmonar/peso
corporal foi maior no grupo LDB-Ex que no grupo
LDB-Co. Um estudo animal mostrou um aumento
posterior a LDB nos didmetros das arteriolas.!"?
No presente estudo, a diferenca na relacdo peso
pulmonar/peso corporal provavelmente se deveu ao
shunte a dilatacdo vascular intrapulmonar causados
pelo acimulo de sangue no orgéo.

A avaliacdo da gasometria ¢ um indicador usado
para facilitar o diagnostico do SHP. Na maijoria
dos pacientes cirroticos, Pa0, ¢ <80 mmHg, Sa0, ¢
<92%, e PaCO, ¢ =30 mmHg.?” Em nosso estudo,
demonstramos diferencas significativas entre os
grupos experimentais e controles em termos destes
parametros. Estudos experimentais mostraram que
animais controle apresentam valores de PaO, de
90-99 mmHg e valores de PaCO, de 40 mmHg,?"*?
valores comparaveis aqueles observados nos animais
do grupo CCL, IN-Co avaliados no presente estudo.
Observamos que Pa0, e Sa0, foram significativa-
mente mais baixos no grupo CCL, IN-Ex que no
grupo CCL, IN-Co, enquanto o PaCO, foi mais alto,
mesmo ndo significativamente. Estas alteracoes
provavelmente se devem ao potencial téxico do
CCL, inalatorio no sistema respiratorio. O modelo
LPVP néo foi associado a anormalidades na difusdo
pulmonar,? como demonstrado em nosso estudo.
Observamos diferencas significativas entre os grupos
LDB-Ex e LDB-Co em termos de achados gasomé-
tricos, demonstrando que animais com cirrose biliar
secundaria apresentam hipoxemia. Esta hipoxemia
pode ser associada com a translocacdo bacteriana
que a LDB causa em 45-75% dos animais cirréticos,
nos quais o dano hepatocelular induzido pelo LDB
impede a filtracdo adequada do sangue, promo-
vendo o desenvolvimento de shuntsportossistémicos
e uma queda dramatica na capacidade fagocitica do
figado, permitindo a entrada de bactérias e endo-
toxinas na circulacdo pulmonar. Nesta situacdo, o
pulmio filtra o sangue, compensando pela queda
da funcdo fagocitica do figado. Durante a fago-
citose, a ativacdo de inumeros macréfagos resulta
na secrecdo de produtos como citocinas e acido
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nitrico no meio extracelular, sendo o acido nitrico
um potente vasodilatador e também envolvido nos
mecanismos de desequilibrio dos sistemas antioxi-
dantes e oxidantes.?? O acido nitrico funciona como
um sinalizador molecular (mediando a vasodilataco
quando produzido em baixas concentracdes pelo
oxido nitrico sintetase em macrdfagos no processo
inflamatodrio), entdo promovendo a vasodilatacio
intrapulmonar seguida de hipoxemia.?”

Varios autores relataram que, na presenca de
cirrose, hd um aumento considerdvel da lipope-
roxidacdo devido a formacdo de espécies reativas
do oxigénio.”® Nos modelos experimentais, este
fendbmeno também ocorre, levando a alteragdes
morfologicas envolvendo o reticulo endoplasma-
tico dos hepatocitos. No modelo de CCL,, estas
alteracdes originam-se do metabolismo do proprio
agente toxico CCL,, que € metabolizado nos radicais
livres triclorometil e triclorometil-peroxil, radicais
lesivos que podem iniciar o processo de lipopero-
xidac¢do.?”

Apesar de a peroxidacdo hepatica ser ampla-
mente descrita em modelos de cirrose induzida por
CCL,, bem como os modelos de hipertensdo portal
induzida pela LPVP, o mesmo nio observado em
tecidos pulmonares.©®'>'”) Entretanto, no presente
estudo, observou-se que a atividade do SOD estava
alterada nos homogeneizados de amostras de tecido
pulmonar coletados dos animais dos grupos CCL4
IN-Ex e LDB-Ex.

No modelo de cirrose induzida por CCL,, alte-
racdes nos gases arteriais e niveis elevados de
atividade do SOD foram observados, possivelmente
como uma defesa contra dano oxidativo causado
pela inalagdo do CCL,. Entretanto, estas altera-
¢oes ndo sdo caracteristicas da SHP, ja que o CCL,
inalatdrio tem efeitos toxicos nos pulmoes e rins
que sdo aumentados pela alta concentracdo arte-
rial da droga, que promove sua passagem através
dos pulmoes, através da circulagdo pulmonar em
dire¢do ao atrio esquerdo.®®

No presente estudo, os animais submetidos
a LDB apresentaram lipoperoxidagdo significan-
temente mais alta (niveis mais altos de TBARS e
quimiluminescéncia) que seus controles corres-
pondentes. Este achado pode ser associado com
producdo aumentada dos radicais livres, ja que a
translocacdo bacteriana e a migracdo fagocitica
para o tecido pulmonar aumenta a geracdo de
superdxido capazes de oxidar a membrana plasma-
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, gerando uma grande quantidade de espécies

reativas do oxigénio. E possivel que, em resposta

a e

ste dano, houve um aumento da atividade de

SOD endogeno, que tem um papel importante no
equilibrio da oxido-reducdo celular, uma vez que
catalisa os radicais livres gerados em uma tentativa
de proteger o tecido contra lesdes.

Entre os varios modelos classicos de cirrose expe-

rimental e hipertensio portal, o modelo de cirrose
induzida por LDB parece ser o mais util para o estudo

da

SPH, uma vez que promove cirrose verdadeira e

altera todos os parametros de troca gasosa arterial,
aumenta a lipoperoxidacdo e a defesa antioxidante

do

SOD.
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